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(57) Abstract 



The invention concerns the use of a pharmaceutical composition comprising a suitable pharmaceutical earner and an active compound 
selected amomz the <roup consisting of bioflavonoids, rutin-garlic, troxerutin, coumarin. diosmin. o-(-hydroxyethyi) rutins sweet clover 
m l rutin extracts tribe noside,.methylchalcone hesperidin. Indian chestnut extract, naphtazone. esculoside. aescin. procyamdme oligomers, 
butcher's broom and methvlchalcone hesperidine extracts, ruscosides. common holly and black currant extracts blueberry anthocyanm 
extracts ' the active principles of these compounds and/or a mixture of them, acting on a patient's mitochondrial membrane protein complexes, 
to prepare a medicine for treating and/or preventing ischemia and/or pathologies associated with ischemia or with energy deficiency. 

(57) Abrcgc 

la presente invention conceme Tutiiisation d'unc composition pharmaceutique comprcnant un vehicule pharmaceutiquc adequat et 
un compose actif choisi pamn le groupe constitue par les citrorlavonoides, l'ail-rutoside. la troxerutine, la coumanne la diosmine les 
o-(-hvdroxY6thyn rutosides, les extraits de Melilot et de rutoside, le tribenosidc. I'hesperidine methylchalcone, t'extrait de matron d Inde. 
le nafnzonc Tesculoside Taescine. les olUomeres procvanidoliques. les extraits dc ruscus et d'hesperidine methylchalcone. les ruscostdes. 
les extnits de petit houx et cassis, les extraits d'antuocvanodisiques de myrtilles, les principes actifs de ces compost ei/6u melange d.entre 
eux ^issant sur les complexes proteiniques de la membrane mitochondrial interne d'un patient, pour la preparation d'un medicament 
destin7 ; uhnirement ei/ou a la prevention de I'ischemie et/ou des pathologies associees a Tischemie ou a an deficit energetique. 
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UTILISATION D'UNE COMPOSITION PHARHACEUTIOUE DANS LS 
TRAITEMENT ET/OU LA PREVENTION DE L 1 ISCHEMIE 

10 

Obiet de 1 ' invention 

La presents invention est relative a 
1 ' application therapeut ique et/ou prophylact ique d ' une 
composition pharrnaceut ique dans le craitement ec/ou la 
15 prevention de 1 ' ischemie et de pathologies associees a 
1 1 ischemie . 

TCt-.at de la techniq u e et arriere-plan t echnoloQigue 

Pour traiter certaines maladies var iqueuses , 
20 il a ete propose differents composes actifs, dont la 
plupart sont presents dans des extraits de plantes . De teis 
composes sont notamment decries dans les documents 
suivants : demande de brevet frangrais FR-2692145, demande 
de brevet franqais FR-2668705, brevet europeen EP-0541374 - 
25 Bl, demande Internationale de brevet WO93/20046, demande 
Internationale de brevet WO93/20045, brevet europeen EP- 
0566445-31 , demande de brevet europeen EP - 021073 1 -Al et 
demande de brevet europeen EP-0112770 -Al . 

De me me , des composes actifs isoles a part ir 
30 d'extraits de plantes one ete utilises pour le traitement 
des consequences de 1 1 ischemie ou des pathologies associees 
a 1' ischemie. C'est le cas des flavoncides qui sont cennus 
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ccmme ecant des antioxidants et qui peuvent limiter les 
degat s provoques par les radicaux libres produits lors de 
la reperfusion. En effet, lors de la reperfusion apres une 
ceriode d' ischemie, une production tres importante de 
5 radicaux libres derives de 1 ' oxygene esc observes qui va 
provoquer des degats aux divers const ituants de la cellule 
affaibiie par la periode d' ischemia nctamment par le manque 
" d'energie (AT?). Cette production accrue de "radicaux libres 
a ete bien mise en evidence par Mc Cord J .M . (1985, N . 
10 Engl. J. Med., 312: 159-163). Elle est due a 1' activation 
de la xanthine oxydase pendant la periode d' ischemie et a 
• sa tres grande activite lors de la reperfusion. Ainsi les 
molecules ant i -oxydantes comme les flavonoides one un effet 
benefique sur le processus d ' ischemie reperfusion 
15 puisqu' elles protegent le tissu centre cet exces de 
.radicaux libres (Ready D.S. et al . , 1995, Drugs of today, 
31:335-349). 

Cependant, de nombreux extraits de plantes 
sont const itues de melange de nombreuses macromciecules 
20 complexes, et la presence sur certames d'entre elles de 
structures de type flavonoide connues pour leurs propria tes 
ant i -oxydantes a occulta la possibilite pour ces extraits 
ou ces molecules' d' une eventuelie presence d'une activite 
ant i - ischemique propre , e'est-a-dire > independante du 

2 5 processus de reoxygenation . 

L' activite des flavonoides sur 1' ischemie et 
la diminution de 1 ' impact du myocarde est due a cette 
activite de controle des derives actifs de 1 ' oxygene (Ready 
et al., 1995, Drugs of today, 31: 335-349; DE-3623255, OXO 

3 0 Chimie GMBH, 1988) . La Troxerutine a nccamment ete utilisee 

comme molecule ant i -oxydante cermet tant de proteg.er .le 
coeur pendant le processus d' ischemie reperfusion (Biasug 
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I.E. et al . , 1937, Biomed. Biochim. Acca, vol. 46: 5532- 
544; XP 002052079 et Olszsnski A.J., 1991, Atherosclerosis, 
38 : 97-93) . 

De meme la diosmine bloquant la formation de 
5 radicaux iibres par la Xanthine oxydase (qui se produisenc 
lors de la reperfusion apres l'ischemie) a ete utilisee 
dans ce sens comme pouvant proteger durant l'ischemie 
(Bouskela E. ec al . , 1997,43: 33-37; Int. J. Microcirc. 
Clin. Exp., 1995, 15: 293-300; Debbarre B . et al . , 1995, 
10 Int. J. Microcirc. Clin. Exp., 15 suppl . I: 27-33). 

Les rucosides ont aussi ece testes pour leur 
activite anti- ischemique avec succes. C'est ainsi qu' il 
reduisent la taille de 1' impact dans des animaux sujets a 
une occlusion arterielle (Zalewski A. et al . , Am. J. 
15 Cardiol., 1985, 56: 974-977), ec soulagent egalement les. 
.pacients avec une ischemia des membres inferieurs (Milliken 
J.C., Vasa, 1974, 3: 203-206). 

La Naf toquinone, qui est connue pour son 
activite anti- agar egante des plaquettes, peut etre " utilisee 
2 0 pour inhiber la formation du Thrombus lors des thromboses 
(EP-A-0631777) . 

La mise en .evidence de cette. activice ne 
constitue pas une activite anti - ischemique en tant que 
telle mais une action sur une des causes de la thrombose a 
25 savoir l'agregation des plaquettes. 

Rnhs de 1 ' invention 

La presente invention vise a fournir un 
nouveau precede therapeutique et/cu prophylact ique de 
30 l'ischemie et/ou des pathologies associees a l'ischemie. 

Un but particulier de la presente inyencion 
vise a obcenir un precede u~ ilisant des ager.es 
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therapeut iques non ou peu toxiques, presencanc psu ou pas 
d'effets secondaires, et dont la synthase ou 1' extract ion a 
partir de produits vivant s , en part icul ier a part ir de 
plantes , soit simple et peu couteuse . 

5 

Elements carac teris tiques de 1 ' invention 

La presents invention concerne 1 * utilisation 
d 1 une composition pharmaceut ique , comprenant un vehicule 
pharmaceutique et une quant ite suf f isante d 1 un compose 

10 actif c hoi si parmi ie groupe conscitue par les 
cicrof lavonoides , 1 ' ail -rutoside, la troxerutine, ia 
ccumarine, la diosmine, les o- ( -hydroxy ethyl ) rutosides, 
les extraits de Melilot et de rutoside, le tribenoside, 
1 ' hesperidine methylchalcone , 1'extraic de marron d ' Inde , 

15 ie naftazone, 1 ' esculoside , I'aescine, les oiigomeres 
. prccyanidoliques , les extraits de ruscus ec d ' hesperidine 
methylchalcone, les ruscos ides , les extraits de petit houx 
et cassis, les extraits d 1 anthocyanodis iques de myrcilles, 
les principes act if s isoles de ces composes ec/ou un 

2 0 melange d'entre eux, pour ia preparation d ' un medicament 
destine au traitement ec/ou a la prevention de I'ischemie 
e t / ou des pathologies associees a I'ischemie. 

Les composes actif s mentionnes ci-dessus sont 
des produits generalement isoles de plantes et/ou des 

25 extraits de plantes, commercialises par differentes firmes 
pharmaceut iques sous differentes marques. Ces dif ferencs 
composes actif s, identifies par ieur marque et les socieces 
qui les commerc ial isent , sont repris dans- ie tableau 1 ci- 
dessous . 

30 
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Tableau 1 : Composes ' actifs de la - composition selon 



1 ' invention 



Principe actif 


Marque ' v 


Societe 


Ci trof lavonoides 


Agruton C 


Sanof i -Winthrop 


Ci trof 1 avono ides 


Daf Ion 


Eutherapie-Servier 


Aii-Rutoside 


Ex-Ail 


Solvay 


Tribenoside 


Glyvenol 


Ciba-Geigy 


Hesperidins 
methyl chalcone 


Kemocoavit 


Wyni it/ BioThe race 1 


Marron d 1 Inde 


Intrait de 
Marron d ' Inde 


Pharmethic 


Escuioside 


Mictasol - P 


Medgenix 


Aescine 


Reparil 


Madaus 


Oligomeres 
procyanidol iques 


Endothelcn 


Sanofi 

■ 


" Excraics de ruscus ec 
hesperidine 
methyl chalcone 


Cyclo 3 


Fabre 

I 


Ruscosides 


Cirkan 


i Sinbio- Fabre 
i 


Extraics de petit houx 
et cassis 


Veinobiase 


Laboratoire 
Fournier Schwartz- 
Pharma 


Extraits 

d' anthocyanodis iques de 
myrtilles 


Dif rarel 


Labo Leurcuin 
Mediolanum 



Le tableau 2 reprend les composes accifs de 
5 la composition selon 1' invention, qui ont de j a ete montres 
comme pouvant proteger dans le processus d ' ischemia 
reperf us ion . 
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Tableau 2 : Composes ' actifs de la composition selon 



1 ! invention , qui ont deia ete montres comme 
pouvant proteaer dans le processus d'isc hemie 
reperfusion 



Principe actif 


Marque ' v 


Societe 


Troxerutine 


Veinamitol 


Vitalpharma 


Coumarine 
Troxerut ine 


Vena let -Depot 


Boots 


Disomine 


Ven Dretex 


Therabel 


o- ( -hydroxys thy I ) 
rucosides 


Venox 


Eumedis/Therabel 


Diosmine 


Daf Ion | Ser/ier 


Extraics de melilot et 
de rutcsides 


Esberivene 


Knoll 


Troxerutine 


Reof lux 


Negma 


Diosmine 

1 


Diovemor j Imnothera 



De tels composes actifs ainsi que ieur 
oosologie et leur forme d ' administration preferee, sent 
decries ecalemenc dans les documents "Repertoire comment e 
des medicaments" (Centre Beige d ' Information Pharmaco- 

10 Therapeut ique , Bruxeiies, 1994) et Vidal 1997 fed. Du 
Vidal, 33 Av . de Wagram, Paris, France). 

On entend par "principe actif isole d'un 
compose actif de 1 ' invention" , la part ie active ayanc un 
effet therapeut ique et/ou prophyl act ique vis-a-vis de . sa 

15 cible bicchimique telle que. deer ice ci-dessous, et 
susceptible d' avoir des proprietes comparables et/ou 
ameliorees dans le domaine therapeut ique et/ou 
prophy lace ique a celles du compose actif deer it ci-dessous. 
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Les priricipes ' e t composes accif s de 
1' invention sont egalemenc caracterises par un "effec 
■ Drotecteur" sur les complexes proteiniques de la membrane 
mitochondriaie interne, c ' est -a-dire que. les principes et 
5 composes act if s de 1 1 invention sont capables d ' augmenter le 
RCR (Respiratory Control Ratio) , qui represente le controls 
respiratoire mitochondrial, d * un patient. Le RCR represente 
le rapport entre la consommation d ' oxygene en presence de 
substrats endogenes (glutamate / malate) et la consommation 
10 acres phosphorylation de 1'ADP en AT? , tel qu"' il sera 
11 lustre ci -dessous . 

Par ce mecanisme d' action, les produits de 
1' invention permet cent de proteger le patient de I 1 ischemie 
ou des consequences de 1' ischemie. Les composes et 
15 orincipes accif s de 1' invention sont done caracterises a la 
. fois par -un effec prophylact ique et/ou cherapeut ique . 

De preference, les produics de 1' invention 
ont un effet protecteur sur le compiexe I ou III de la 
chaine de transport d ' electrons des mi tochondries , et/cu 
20 sur le compiexe proteinique adenine translocase tel 
qu 1 il lustre ci -dessous . 

Les composes accif s preferes de 1' invention 
sont 1 1 hesperidine methylchalcone , l'aescine, les 
oligomeres procyanidoliques et les extraics 

25 d ' anthocyanodisiques de myrtilie , qui sont caracterises par 
des proprieties part icul ierement avantageuses et inaccendues 
dans le traicement de 1 1 ischemie , des pathologies associees 
a 1' ischemie, a un deficit energetique et aux deficiences 
1 lees au vieillissement . 
30 On entend par " quant ite suf f isante d ' un 

crincioe ou compose accif", une quancice suf f isante de ce 
crincice cu de ce compose accif pour craiter, soulager , 
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dissiper ou atcenuer les sympcomes ou les 
dysf onct ionnements du corps humain^ ou animal associes aux 
maladies susmenc ionnees ec/ou pour prevenir ou diminuer la 
oossibilite d 1 en etre atteint. Par consequent, 
5 1 1 applicacion du traitement cherapeuc ique susment ionne esc 
relative a un traitemenc prophylac t ique ou un traitement 
curatif desdites maladies. Le pcurcencage de ce compose 
actif peut varier selon de tres larges gammes , uniquement 
limitees par la tolerance et le niveau d 1 acceptac ion du 
- 10 compose par le patient. Ces iimites sont en parcicuiier 
determinees par la frequence d ' administration . 

De oreference, les dosages sent les doses 
generalement utilises de ces produits dans le traitement 
des maladies variqueuses, tels que decrits dans le document 
15 "Repertoire cemmente des medicaments, Centre Beige 
. d ' Information Pharmacctherapeutique, Bruxelles (1994) " et 
dans le document "Medicaments utilises pour le traitement 
syrrp c oma t i que des affections veineuses peripheriques , 
Annexe des folia - pharmacot herapeut ica , Ministers Beige de 
20 la Sante Publique et de 1 ' Environnsment , Commission de 
Transparence (juin 1994)". A titre d* example, le produit 
aescine vendu sous la marque Reparil 0 est presence sous 
forme de dragees d'un dosage de compose actif de 2 0 mg dans 
une composition gaienique de 100 mg . 
25 Le vehicule pharmaceut ique utilise varie 

selon le mode d ' administration choisi ( intraveineux, 
intramusculaire, oral, etc.) et peut comporter differences 
formes telies que des tablettes, enrobees ou non enrobees, 
des pilules, des capsules, des solutions, des sirops, etc. 
30 Les compositions pharmaceut iques . seront 

oreparees selon des precedes generalement utilises par les 
galeniciens et les pharmaciens, ec peuvent comprendre ccuc 
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type de vehicule pharmaceutique adequat, solide, liquide 
et/ou gazeux (y compris de l'eau), non ou peu toxiques. 

La composition pharmaceutique selcn 

• 1 ' invention peut egalement comporter un adjuvant ou un 
5 autre compose pharmaceuc ique connu de 1 ' homme du metier 

oour ses effets therapeut iques et/ou prophylact iques sur 
ies maladies susmenc ionnees ou pour ses proprieties 
susceptibles de dirninuer ies effets secondaires associes au 
compose actif present dans la composition pharmaceutique de 
10 1 1 invention . 

De plus, la biodisponibili te des composes 
actifs de 1' invention au niveau de 1 1 organisme , notamment 
du fait de leur possible resorption et de leur passage dans 
des tissus cibles a proteger, peut etre amelioree par des 
15 techniques de condit ionnement ec 'd ' enrobage et/ou de "drug 

• target cing" bien connues de 1 ' homme de 1 ' art . 

On entend par "ischemie (part ielle ou totale) 
ou pathologies associees a 1 ' ischemie"' , le.s maladies 
vasculaires choi'sies parmi le groupe constitue par 

2 0 1 ' inf arctus du "myocarde, 1' ischemie cerebrale , 

. 1 ' insuf f isance veineuse chronique, les atheriopathies , 
c ' est -a -dire des lesions dues a 1 ' atherosclerose affectant 
les arteres des patients, le phenomena de Raynaud lie a des 
vasospasmes conduisant a une vasoconstriction des arteres, 

25 les ulceres , 1 ' alteration de la permeabilite capillaire, la 
fragilite des capillaires, les cicatrisations, les 
alterations de la peau, les defauts retiniens d 1 origine 
ischemique, la baisse d'acuite auditive d' origine 
ischemique, les troubles associes aux sejours en haute 

30 altitude, I'angine de poitrine engendree par de courts 
mcmencs d ' obstruct ion coronarienne , 1 ' hypertension 

puimcnaire, 1 ' ischemie hepatique, la maiadie de Parkinson, 
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les myopathies ez les syndromes associes a des prcblemes 
vasculaires tels que le diabete, oQ une hypertension et une 
alteracion du flux sanguin apparaissent dans les membres 
infer leurs . Ces maladies et pathologies liees a 1 ' ischemie 
5 sont bien connues des cliniciens et medecins, qui peuvent 
adapter 1 ' utilisation de la composition pharmaceut ique pour 
le trai tement et/ou la prevention des sympcomes et 
dvsfoncticnnements du corps humain cu animal associes aux 
maladies susment ionnees et/ou pour prevenir ou diminuer la 
10 possibility d'en etre atteint. 

Un autre aspect de la presents invention 
concerns 1 1 ut ilisat ion de la composition pharmaceut ique 
selon 1' invention dans le cas de diminution de la 
production d'energie par les cellules diverses et 
15 differenciees, associee au vieill issement . C'est le cas de 
•defauts intellectuals d'un sujet age, du syndrome 
vertigineux et de la baisse d'adapcacion perspective due a 
une modification de la regulation du metaboiisme. 

Un dernier aspect de la presence invention 
20 concerne 1 ' utilisation de la composition pharmaceut ique 
selon l 1 invention dans le domaine des transplantations. 

Ladite composition pharmaceut ique peut etre 
utilisee directement sur le patient ou destines a un 
trai cement ex vivo du malade, dans lequel un organe, un 
25 tissu et/ou un liquide physiolcgique eel que le sang cu le 
serum, provenant du patient lui-meme ou d'un aucre pacient 
humain ou animal, est craite par 1 1 adj onction de ladice 
composition pharmaceut ique selon 1' invention directement a 
1 1 organe , au tissu ou au liquide physiolcgique 
30 prealablement a son administration au patient. Cette 
application concerne en' particulier le domaine des 
transplantations cardiaques . 
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La presents invention concerne egalemenc un 
procede de craitement therapeut ique et/ou prophylact ique de 
I'ischemie et/ou des pathologies associees a 1 1 ischemie ou 
a un deficit energet ique ainsi que les deficiences liees au 
5 vieillissement , comme les defauts intel lectueis du sujet 
age, le syndrome vert igineux ou la baisse d ' adapcat ion en 
perspective due a une modification des regulations du 
metabclisme, d 1 un patient, dans laquelle on administre 
audit patient la composition pharmaceut ique selon 

10 1' invention de maniere a traiter, souiager, dissiper ou 
attenuer les symptomes ou dysf onct ionnements du corps 
humain ou animal associes aux maladies susment ionnees et/ou 
pour prevenir ou diminuer la possibility d 1 en et re attaint. 
Cette administration s'effectue selon les modes bien connus 

15 de l'homme de 1 * art , en particulier ceux appliques pour ie 
traitemenc des maladies variqueuses . 

Ces effecs prophylact iques et/ou 

therapeut ique s sont notamment decries dans les examples 
joints en annexe/ en reference aux figures, donnes a titre 

20 d 1 illustration non limitative de I'objet de 1' invention. 

Breve description des figures 

La figure 1 represente de maniere schematique la cascade 
d* activation de la cellule endothelials par 
25 l'hypoxie ainsi que ses consequences au 

niveau de 1 » adherence et de 1' activation des 
neutrophiles .- 

La figure 2 represente de maniere schematique la cascade 
d' activation des cellules endotheliales par 
30 l'hypoxie et ses consequences au niveau de la 

parol vasculaire. . . 
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La figure 3 represente la mesurs de i'activite 
respiratoire des mitochondries en foncticn de 
1' addition de differents composes act if s . 

La figure 4 represente de maniere schema t ique la chains 
5 des transporceurs d' electrons au niveau de la 

membrane mi tochondr iale interne. 

Exemples 

Les cellules endothel iales (CE) , de par leur 

10 localisation a 1 ' interface sang- 1 issu , son: respcnsables du 
maint ien de 1 * homeostasis vascuiaire . Eiles remplissent 
ainsi toute une serie de f once ions ec interagissenc 
const amment avec les leucocytes circuiants et les cellules 
musculaires lisses (CML) de la media. Toute perturbation' de 

15 leur metabolisms peut done ent rainer des alterations du 
. f one t ionnement des tissus sous - j acent s . 

Parce qu' eiles sont local isees a 1 ' interface 
sang- 1 issu , les CE sont les premieres a scuffrir- de toute 
modification du flux sanguin et notammenc • d * une diminution 

20 de celui-ci iors des stases, qui conduisenc a un 
appauvrissement de 1 ' appcrt en oxygens et en nutriments aux 
tissus (Hinshaw et al . , 1983; Tsao et al . , 1990). 

L'hypoxie, qui peut not amment resulter d * une 
telle s.tase, induit une activation importante des CE q^ai 

25 liberent des- mediateurs de 1 ' inflammation capables 
d'activer les neucrophiies et d'en induire 1 ' infiltration 
ainsi que. des facteurs de croissance pour les CML. Cecte 
cascade d 1 evenements conduit finalement a des modifications 
scructureiies et f onct ionnel les de la paroi veineuse. 

30 
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Effec de 1 1 h vpoxi e sur les f one t ions endothel iales 

Arm d'etudier les mod if icat ions du 
metabolisme aes CE lorsque i ' approvisionnement en oxygene 
est reduit, on incube in vitro des CE isolees a pare ir de 
5 la veine ombiiicale humaine sous hypoxia . Dans ces 
conditions experiment ales , on n ' observe pas de mortalite 
des CE pendant les deux premieres heures d ' incubation . Par 
centre, d 1 importances modifications de leur metabolisme 
sont observees : ies CE sent forcement accivees par 

10 1 1 hypoxie de maniere similaire a 1' activation initiee par 
la thrombine ou 1' histamine. 

Le premier signe de ce::e activation est uhe 
augmentation de la concentration cytosolique en calcium 
[Arnould et al . , 1992]. Cette augmentation est iiee a une 

15 diminution de la concentration en AT? . Le " calcium est un 
. messager secondaire important dans ccutes les cellules. 
Dans les CE, il esc notamment capable d'acciver la 
phosphc lipase A2 , premiere enzyme d 1 une voie metabolique 
conduisant a la synthese de mediateurs de 1 ' inflammation . 

2 0 Cette activation conduit a une synthese accrue de 
prostaglandines [Michiels ec al . , 1993]. Eile induit 
egaiement la synthese des ' facteurs activateurs des 
plaquettes (Platelet Activating Factor (PA?)), qui est un 
mediateur inf lammatoire tres puissant [Arnould et al . , 

25 1993] 

L ' hypoxie entraine dene une activation 
importante des CE qui iiberent alors des prostaglandines et 
synthetisenc du PAF en grande quant ite . Cette voie 
d ' activation est resumes a la figure i. Cette synthese de 
30 mediateurs inf lammatoires peut avoir des consequences 
importances sur 1 ' homeos tasie vasculaire en modulant ies 
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fonctions des differencs types cellulaires avec iesquels 
les CE sont en contact. 

Afin de visual iser plus en detail que lies 
pourraient § t re ces consequences, on etudie 1' adherence 
5 d ' un type de leucocytes part icul iers , les 

polymcrphonucleaires neutrophiles (?MN) . In vitro, lorsque 
des CE sont soumises a une hypoxia, leur adhesivite pour 
les PMN augment e f ortement . Cette adherence est en partie 
due a la syn these de ?A? par les CE accivees par 1' hypoxia 
10 [Arnould et al . , 1993]. Non seulement les PMN deviennent 
adherents aux CE hypoxiques , ma is cette adherence est 
responsable de leur activation [Arnould et al . , 1994 ] 
(figure 1) . 

II est egalement connu que les CE 
15 svnthe t i sent des molecules vasoactives qui modulent les 
. f onc~ ions des CML . Les experiences suggerenc que les- CE 
accivees par un manque d 1 oxygene liherenc differencs 
facteurs mi togeniques pour les CML (prostaglandins F 2a sl 
• basic fibrosblas't growth factor) , ce qui induit la 
20 proliferation de ces cellules [Michieis et al . , 1994] . 

Oiriaine presumes de la malad ie veineuse 

Au vu des resultats decrits en utilisant le 
modeie experimental ou des CE sont exposees in vitro a une 
25 hypoxie , 1 1 origine des pathologies susment ionnees sembie 
basee sur une cascade d'evenements initiee par cette 
hyooxie et qui conduit finalement aux modifications 
structurelies et f onct ionneiles observees dans les_ systemes 
vasculaires. 

30 La figure 2 illustre cette hypo these . La 

S r ase veineuse cuisqu ' elle perturbe la circulation sanguine 
engendre une diminution de 1 ' appcrt en oxygene et done une 
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hypoxie .. Cette hypoxie peuc activer les- CE qui torment la 
premiere couche de la paroi veineuse . Ces cellules liberent 
alors differentes molecules inf lammatoires et mi togeniques . 
Les molecules inf lammatoires sont capables d'induire 
5 1 ■ adherence de certains leucocytes. Ceia est vrai non 
seulement pour les CE en culture ma is egalement pour 
1 1 endothelium d'une veine humaine complete que ce soit une 
veine ombilicale [Arnould et al .' , 1995] ou une veine 
saphene . De plus, lors du processus d 1 adherence , les 
10 neutrophiies sont actives et peuvent reiarguer proteases et 
radicaux libres. Ces molecules sonc connues pour avoir la 
capacite de degrader de nombreuses molecules biologiques 
dont les composants de la macrice extracellulaire comme le 
collagene. 

15 D 1 autre part, les CE ac:ivees par 1 1 hypoxie 

. synthet isenc aussi des facteurs micogenes pour les CML qui 
en induisenc la proliferation. De plus, on sait que les CML 
qui proliferent sont dans un phenotype synthet ique au 
contraire du phenocype contractile normalement present dans 

20 la paroi de veines normal es . Lorsqu ' el les sent 
synthetiques , les CML synthetisent plus de composants de la 
matrice extracellulaire et perdent 1' expression des 
filaments contract iles . Proliferation et synthase accrue 
des composants de la matrice extracellulaire conduisent a 

25 1 ' epaississement de la paroi veineuse alors que la perte 
des filaments d ' act ine rend compte de la perte de la 
contract ilite globale de la veine. 

A partir des resultats experiment aux obtenus 
sur le modele des CE exposees a une hypoxie, une nouveiie 

3 0 hypothese concernant 1 ' origine des pathologies 

susmentionnees esc proposee : ce serait une cascade 
d l interactions- cellulaires faisanc incervenir leucocytes e: 
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SML et initiee par 1 'activation des CE par. la stase 

veineuse qui conduirait finalement aux modifications 
structure lies ec f once ionnelles observees . 

5 Mecanisme biochimique d ' action des composes actifs 

Avec les composes de 1 ' invent ion, on obser/e 
par exemple une inhibition de la diminution du contenu en 
AT? , de 1' activation de la phospholipase A 2 et de 
1* adherence des ?MN induices par 1 ' hypoxie . lis son: aussi 

10 capables d'inhiber 1 1 adherence des ?MN a 1 ' endothelium 
d ' une veins ombilicale humaine complete lorsque celle-ci 
est incubee dans des conditions hypoxiques . Ces resuicats 
indiquent clairement une action protectrice importance de 
ces composes sur 1 1 endothelium soumis a une hypoxie. 

15 - L 1 inhibition par ces medicaments de la 

•cascade d' activation des CE induite par 1' hypoxie est due a 
leur effet inhibiteur de la chute du contenu en AT? . Cette 
diminution est 1 ' evenement ini t iateur de 1 'activation des 
CE car il est direccement couple a une entree d.' ions 

20 calcium dans la cellule. 

Ces composes peuvent maintenir le contenu en 
AT? des CE sous hypoxie- selon deux hypotheses 
envisageabies : soit les composes act i vent la glycolyse, 
soit iis preservent l'activite respiratoire mitochondrials . 

25 Les Invenceurs ont decouvert que ces composes n'activent 
oas la glycolyse dans les CE soumises a une hypoxie ma is 
plutot qu'ils retarderaient 1' activation de la glycolyse 
directement induite par 1' hypoxie. Ces resultats suggerent 
qu'ils pouvaient agir au niveau de la mi tochondrie en 

30 maintenant plus long temps une act ivite respiratoire sous 
hvooxie. Cette hypo these est confirmee en mesurant 
1 ' act ivite respiratoire expr imee par ie contrcle 



BNSOOCIO: «.WO 9851 291 A1J_> 



VVp98/5!?91 PCT/BE98/00067 

17 

respiratoire (RCR) (figure 3) de mi tochondries de foie de 
rats traites per cs. 

Effet du bilcbalide sur les mi tochondries du cerveau dans 
5 • des conditions normal es 

Differences concentrations de composes act if 3 
de 1' invention (bilobalide) ont ete tes tees sur le RCR des 
mi tochondries isolees a pare ir du cerveau de racs. Cinq 
concentrations ont ete ucilisees : 4 , 6, 3, 10 et 12 mg/kg 

10 de patient (rat) traite. Les rats ont regu ces doses de 
bilobalide per os pendant 14 jours. Les mi tochondries one 
ete isolees suivant la me c node decrite par Nowicki et al . 
(J. Cerebral Blood Flow and Metabolism, 2, pp. 33-40 
(1982)) . La respiration mitochondrials est mesuree dans une 

15 electrode a oxygene de Clark reiiee a un enregistreur . Le 
RCR represents le cont role respiratoire. II represents le 
rapport entre la consommation en oxygene. en presence de 
substrats endogenes (glutamat e/malate ) ec la consommation 
apres phosphorylation de I'ADP en AT? . Cette technique a 

20 ete developpee par Chance et Williams (Nature, 175, pp. 
1120-1121 (1955)). Cn obtient en effet dose -dependant avec 
. une augmentation du RCR de 3,7 pour les controles a un RCR 
de 4,6 pour des concentrations de 8 et 10 mg/kg. On obtient 
un maximum de 24% d ' augmentation a 10 mg/kg. Ces resuicats 

25 montrent bien une protection de ce produit sur la 
respiration mitochondrials. 

Effet du bilobalide sur les mi toc hondries du cg-veau en 

situation d ' ischemie 
30 Une ischemie de 15 minutes a ete reaiisee sur 

des rats controles et des rats traites avec des composes 
accifs de 1* invention i bi local ides ) oendanc 14 i ours . 
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L ' ischemia est real lsee ' par decapitation . Les rats cat ete 
traites per cs avec des doses de bilobalide de 10 mg/kg 
pendant 14 jours. Lorsque le RCR esc mesure en presence de 
glut amate/ma late pour une ischemie de 15 minutes, on 
5 observe un RCR de 3 pcur les cont roles pour un RCR de 3,9 
pour les rats traites. Le compose actif possede done une 
action de protection sur la diminution de I'accivite 
respiratoire induite par 1' ischemie. Cette protection se 
manifeste au niveau de I'activite du compiexe I et de la 

10 chains de , cranspcrt des mi tochondries . Le caux de cont role 
respiratoire mesure en presence de glue a ma t e / ma late reflece 
indirectement i'accivice du compiexe I de la chalne de 
trans f ert d 1 electrons . 

La mesure sur- le compiexe I des mi tochondries 

15 a ete - realisee par une sonication prealable des 
.mitochondries af in de permettre 1 ' acces des substrats de 
dosage au compiexe I. Celui-ci est dose suivant la 
reduction du f erricytcchrome C a 550 nm. La ' suspension de 
mitochondries se trouvant dans un tampon phosphate de K a 

20 25 nM , pH 7,4, contenant du MgCl2/ 10 /zM de cytochrome C et 

2,5 mg/ml d'albumine bovine est soniquee 30 secondes a 

0 °C. On ajoute 2 mM de KCW et la reaction est demarree par 
a j out de 7 , 5 mM NADH . Les mitochondries sent incubees a 

37 °C et 1 1 on suit la reduction du f err icyanure a 550 nm. 

2 5 Une correction est apportee pour la reduction du cytochrome 

C en presence de Rotenone qui inhibe le compiexe I . Les 
resuitats sonc exprime en /imcle de f erricytochrome C reduit 
par .minute . 

L'aczivice du compiexe I a ete mesuree sur 

3 0 des mitochondries de rats traites 14 jours avec 10 mg/kg de 

bilobalide per os et apres une ischemie de 15 minutes du 
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cerveau. On obtient pour les rats cont roles une activite de 
36 mU/mg de proteine alors que les mitochondries de rats 
traites rriont rent une activite de 44 mU/mg de proteine. On 
constate done une procection importance de 1' activite du 
5 ccmplexe I des mi tec hondri.es . Une meme protection du 
complexe I est aussi observes sur des mitochondries isolees 
• de cerveau de rats n'ayant pas subi de periode d ' ischemia . 

Effet du bilobalide sur les mitochondries du foie 
10 Le compose .actif de 1' invention (bilobalide) 

a des concentrations de 3 mg/kg de patient (rat) a ete 
administre per os a des rats pendant .14 jours. Les 
mitochondries du foie de ces rats ont ete isolees selon la 
methode decrite par Remade (J. Ceil. Biol. 79, 291, 197S). 
15 L ' activite respiratoire des mitochondries de racs traites a 
.montre un RCR de 13,25 compare a un RCR de 7,6 pour les 
rats temoins. Une ischemia de 10 minutes par perfusion a 
ece realises sur les foies dans un milieu const i tue de NaCl 
0,13 7 M, KC1 5,4 mM, MgS0 4 0,3 mM, glucose 11 mM # Na 2 H?0 3 
20 0,34 mM, NaKC0 3 24,4 mM, KH 2 P0 4 b,35 rraM et bilobalide 8 
mg/1. Le milieu esc degaze prealabiement sous une 
atmosphere contenant 95% de . N 2 et 5% de C0 2 • Les 
mitochondries sont isolees et ieur activite respiratoire 
determinee. 

25 Pour les temoins, les rats ont regu de 1 1 eau 

pendant 14 jours et les foies perfuses avec la meme 
solution que les tests. Un RCR de 5,24 a ete observe pour 
les mitochondries de rats traites et de 3,73 pour les rats 
temoins . 

30 Ces resul tat s demon t rent que le compose actif 

de 1' invention (bilobalide! possede une activite' "ant i - 
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ischemique qui se revele a la fois in vitro (CE soumises a 
une hypcxie) ec in vivo (ischemie hepatique et cerebrale 
sur rats t rai tes ) et que cetce *act ivi t e est due au mo ins en 
oart: ie a une protection des mi cochondries qui augment enc 
5 leur act ivi te respirac-oire et done leur sync he se d'ATP. 

Chacun des composes accifs de 1' invention 
comme ie biiobalide peut augment er le RCR de mi tochondr ies 
isolees a partir de foie de racs non traites lorsque 
■ celles-ci sent preincubees 1 heure en presence de ces 

10 medicaments. lis peuvent dene agir directement sur les 
mitochondries . II est cres interessant de noter qu'a parcir 
de ces resultats , on peut separer ies medicaments en deux 
classes differences : 1 ' extrait de melilot, 1 ' extrait de 
Rusc'us, les oligomeres procyanoliques et les 

15 hydroxyechylrutosides qui augmencent le RCR en augmentant 
.le stade 3 de la respiration (ciasse II) alors que le 
biiobalide, 1 1 aescine , la naftoquinone et la diosmine qui 
constituent les medicaments de la ciasse I augment en t le 
RCR en diminuant le stade 4 de la respiration (voir tableau 

20 3) . 

Tableau 3 : Sffet des medicaments sur la pro tection des 

mitochondries 



Molecules de 
ciasse I 


Concentrations 
finales 


. Ef f et prot . 
du RCR (%) 


Augmen tation 
du. stade 3 (%) 


G inker Fort 


0 , 3 mg/mi 


+ 28,1 


- 21 


Biiobalide 


0 , 3 ^g/mi 


+ 22, 7 


- 41 


Reparil 


75 ng/ml 


-r 18, 1 


- 43 


Naftoquinone 


10" 7 M 


+ 19,7 


- 44 


j Praxiiene 


10* 7 M 


+ 17,7 


- 35 
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Molecules de 
classe II 


Concentrations 
finales 


Effet prot. 
du RCR (%) 


Diminution du 
stade 4 (%) 


Ve no rut on. 


0,1 mg / ml 


-23,3 


+ 41 


Cycio 3 


4 , 5 pig /ml ! + 14, 5 


- 20 - 


Endochelon 


1 , 5 fig /ml j + 15,3 


-r 32 


Esberiven 


1 mg/ml 


-r 15, 5 


-r 12 



Differents sites d' action sembient done et re 
impliques et conduisent a augmenter l'activite respiratoire 
5 mitochendriale et ainsi a diminuer le - contenu en AT? 
pendant 1 1 hypoxie . 

Le processus de la phosphorylation oxydative 
de l'ATP est un processus complexe faisant intervenir 
differents complexes enzymat iques ou transporteurs 

10 d' electrons generant un gradient de procons (complexes I, 
III, IV), . 1 ' AT? synthase (complexe V) directement 
responsable de la synthase d'ATP et 1 « adenine translocase 
qui est le transporteur necessaire a 1 ' importation d ' AX)? et 
a 1 1 exportation de I ' AT? (figure 4}. Af in de met ere en 

15 evidence quelle pourrait etre la cible enzymacique de ces 
medicaments, chaque complexe a ete inhibe par un inhibiteur 
specifique et on a etudie si ces preparations pouvaient 
reiever cette inhibition tout en mesurant le RCR. Les 
resultats montrent qu 1 aucun de ces medicaments n ' a d ' effet 

20 sur les complexes IV et V. Par centre, les medicaments de 
la classe I qui augmentent le RCR en diminuant le stade 4 
protegent fortement le complexe III et dans une moinare 
mesure le complexe I (voir tableau 4) . 



SNSOOCID -.WO ?851291A1.I_> 



WO 98/5 1 29 1 PCT/BES8/00067* 

22 

V 

Tableau 4 : Effet protecteur des medicaments de la classe 

I sur les complexes I et III des 
mitochondries 



Molecules 


Concentrations 
finales 


Protection du 
complexe I (%) 


Protection du 
complexe III 
(%) 


G inker Fort 


0,3 cng/ mi 


37, 7 


33 , 1 


Bilobaiide 


0 , 3 fxg/mi 


27,5 


47, 9 


Reparil j 7 5 ng/ml 


19 , S 


33,2 


Nafcoquinone jio~ 7 M 

i 




45 , 5 


Praxilene 


10- 7 M 


33, 5 


43 , 5 





u u 

0,5 mM Amytal 0,75 /xM 

Ant i my cine A 



5 

Le complexe I des mitochondries a see inhibe 
a 53% par la presence d' Amytal a 0,5 mM . Dans ces 
conditions, la presence des molecules aux concentrations 
indiquees (incubation 60 minutes) montre une inhibition 

10 net cement mo ins prononcee qui a ete exprimee en pcurcentage 
de protection par rapport aux mitochondries sans 
medicament , considerees comme ayant 0% de protection. 

Par aiileurs, en me sur ant direccement 
I'accivite de 1 ' adenine translocase , on a montre que les 

15 medicaments de la classe II qui augmentent ie stade 3 de la 
respiration augment enc 1 ' act ivite de ce transporreur (voir 
tableau 5 ) . 
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Tableau 5 



Effet des medicaments — de ; la — classe II stzr 

l'activite de 1 ' adenine translo case des 

mi t o c hondr i e s 



Molecules 


Concentrations 
finales 


Augmentation de 
1 1 adenine 
translocase 


Endochelon 


3 /ig/ m i 


102,4 ± 5,2 


Vencruton 


0 , 1 mg/ml 


110,4 ± 15 



5 L ' effet des medicaments a ate realise sur 

l'activite de 1 ' adenine translocase' des mitochondries 
mesuree par le transport d'ABP ( C 1 4 ) dans la micochondrie 
pendant: 4 5 secondes . . 

Par ailleurs, 1' action protectrice du cycio 3 
10 sur le RCR des mi tochondries est iiee a i ' augmentat ion du 
"RCR des mi tochondries ma is provient sans doute de son effet 
orocec ceur sur ie deccuplage des mi tochondries . En effec en 
presence . de cycio 3 , on observe une meiileure resistance 
des mitochondries au deccuplage par le mCC? a 0,5 et 1 ' /xM 
- 15 cet effet protecteur de 1 ' ordre de 2 0 % . 

Une. autre propriete interessance des composes 
de 1' invent ion est que 1 1 on peut obtenir un effet 
synergique par la combinaison de differentes molecules 
agissant sur differentes cibles , par example , une molecule 
20 agissant sur les complexes I et III qui se traduit par une 
diminution du scade 4 de la respiration mi tochondriale et 
une ou plusieurs molecules agissant sur 1 1 adenine 
translocase qui se traduic par une augmentation du stade 3 
de la respiration mi tochondriale . La double protection 
25 ainsi obtenue donne un resultac global avantageux ec 
mac rendu , puisqu'il depasse la protection maximal e 
oossible avec chacur. des composes. 
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Deux doles en'zymat iques des composes act if s 
ont ete identifiees. L ' action des composes sur ces deux 
cibies a comme consequence d ' augment er ia production d ' AT? 
par ies mitochcndries et d'empecher que cette production ne 
5 diminue dans des conditions ischemiques . Ainsi, ils 
protegent les cellules des consequences d ' un deficit 
energet ique qui pour les CE peu- conduire a leur 
activation, au recrutement, a 1' adherence et a 1 ■ activation 
de leucocytes et a la proliferation de CML (figure 2) . 

10 Ces molecules cnt toutes comme propriece de 

maintenir le taux de production de 1 f AT? des mitochcndries 
el eve me me dans des situations ncn phys iclogiques ccmme les 
per lodes d ' ischemie ou de diminution de ces act: i vi ces 
mi tochondriales dues a 1 ' age ou a des pathologies associees 

15 au viei-il issement , permettant leur application dans ces 
differentes pathologies. 
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REVEND I CATIONS 

1. Utilisation d 1 une composition 

pharmaceut ique comprenant un vehicule pharmaceut ique 
adequat et un compose act i f choisi parmi le groupe 
5 cons t l cue par les ci trof iavonoldes , 1 1 ai 1 - rutoside , la 
troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o-(- 
hydroxyethyl ) rutos ides , les extraits de Meliloc et de 
rutoside, le tribenoside, 1 ' hesperidine methylchalcone , 
1 f extrai t de marron d'Inde/- le nafcazone, 1 * escuicside , 

10 1 'aescine, les cligomeres procyanidoliques , les extraits de 
ruscus et d 1 hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 
extraits de petit houx et cassis, les extraits 
d 1 anthocyanodisiques de myrcilles , les principes act if s de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux, agissant sur les 

15 complexes proteiniques de la membrane micochondriaie 
interne d ' un patient, pour la preparation d 1 un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de 1 ' ischemie 
ec/ou des pathologies associees a 1 ' ischemie cu a un 
deficit energet ique . . 

20 2. Utilisation selon la revendicat ion 1, 

caraccerisee en ce que les pathologies asscciees a 
1 1 ischemie sont choisies parmi le groupe constitue par 
1 ' inf arctus du myocarde, 1 ' ischemie cerebrale, 

1 ' insuf f isance .veineuse chronique, les atheriopathies , 

25 c ' est -a-dire des lesions dues a 1 ' atheroscierose affectant 
les arteres des patients-, le phencmene de Raynaud lie a des 
vasospasms conduisant a une vasoconstriction des arteres, 
les deficits retiniens d'origine ischemique, la baisse 
d'acuite auditive d'origine ischemique, les troubles dus a 

30 un se j our en haute altitude, les ulceres, 1' alteration de 
la permeabilite capil laire , la fragilite capiilair^, i.es 
c i cat ri sac ions , les alterations de la peau, 1 1 a name de 
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pc i trine engendree par de ! courts moments d ' obstruct ion 
coronarienne, 1 1 hypertension pulmonaire , 1 ' ischemia 
hepat ique , la maladie de Parkinson, ie diabete et/ou les 
transplantations cardiaques. 
5 3. Precede de traitement ex vivo d'un 

patient, de preference un patient humain, dans lequei un 
organe, un tissu et/ou un liquide physiolcgique provenant 
dudic patient ou d'un autre patient humain ou animal est 
traite par 1 1 ad j onct ion , a 1 ' organe et/ou au tissu 

10 prea lab lament a sen implantation sur le patient, d ' uns 
composition pharmaceut ique comprenant _ un vehicule 
pharmaceut ique adequat et,un compose act if choisi parmi le 
groupe const itue par les ci trof lavonoides , 1 ' aii-rutoside, 
la t roxerut ine , la coumarine, la diosmine , les o-(- 

15 hydroxy ethyl ) rutosides , les extraits de Melilot et de 
.rutoside , le tribenoside, 1 ' hesperidine methylchalcone , 
I'extrait de marron d'Inde, le naf tazone , 1 1 esculoside , 
1 ' aescine , les oiigomeres prccyanidol iques , les extraits de 
ruse us et d ' hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 

20 extraits de petit houx et cassis, les extraits 
d ' anthocyanodis iques - de' myrtiiles, les principes actifs de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux agissant sur les 
complexes proteiniques de la membrane mi tochondriale 
interne d'un patient. 

25 4. Precede de traitement therapeut ique et/ou 

prophylact ique de 1 ' ischemie et/ou des pathologies 
associees a 1 ' ischemie cu a un deficit energet ique d'un 
patient, de preference un patient humain, caracterise en ce 
que 1 ' on administre audit patient une composition 

3 0 pharmaceut ique comprenant un vehicule pharmaceut ique 
adequat et un compose act if choisi parmi ie . groupe 
const itue par les ci trof lavonoides , 1 'aii-rutoside , la 
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troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o-(- 
hydroxyethyl ) rutosides, les extraits de Meiilot et ds 
rutoside, le "ribenoside, i ' hesperidine me thylchaicone , 
1* extra! t de marrcn d 1 I ride , le naf tazone , 1 ' esculcs ide , 
5 1 ' aescine , les cligomeres procyanidoliques , les sxcraits de 
ruscus ec d ' hesperidine methylchalcone , les ruscosides, les 
extraits de petit houx et cassis, les -extraits 
d 1 anthocyanodisiques de myrt illes , les principes act its de 
ces composes en/ ou un melange d'entre eux, agissant sur les 

10 complexes pro te iniques de la membrane mi tochondriale 
interne d ' un patient , pour la preparation d 1 un medicament 
destine au trainement et/ou a la . prevention de 1 ' ischemia 
et/ou des pathologies asscciees a 1 ' ischemie ou a un 
deficit energetique. 

15 -■ 5. Precede selon la revendicat ion 4, 

caraccerise en ce que les pathologies associes a 1 ' ischemie 
sent choisies parmi le groupe conscicue par 1 ' inf arctus du 
myocarde , 1 ' ischemie cerebrale, 1 * insuf f isance veineuse 
chronique, les ather iopathies , e'est-a-dire des lesions 

20 dues a 1 1 atherosclerose affectant les arceres des patients, 
le phenomene de Raynaud lie a des vasospasmes conduisanc a 
une vasoconstriction des arteres, les deficits retiniens 
d'erigine ischemique , la baisse d'acuite auditive d'origine 
ischemique , les troubles, dus a un sej our en haute altitude, 

25 les ulceres , 1 'alteration de.la permeabilite capillaire, la 
fragiiite capillaire, les cicatrisations, les alterations 
de la peau, l'angine de poitrine engendree par de couns 
moments d 1 obstruct ion coronarienne , 1 ' hypertension 

puimonaire, 1 ' ischemie hepatique, la maladie de Parkinson, 

30 le diabete et/ou les transplantations cardiaques . 

6. Utilisation d'une composition 

pharmaceur ique comprenant. un vehicuie pharmaceuc ique 
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adequac et un compose actif choisi parmi le groupe 
constitue par les cicrof lavonoides , 1 1 ail -rucoside , la 
troxerutine, la coumarine, la diosmine, les o-(- 
hydroxy ethyl) rutosides, les extraics de Melilot et de 
5 rutoside , • le tribenoside, 1 • hesperidine methylchalcone , 
1 ' extraic ■ de marron d'Inde, le nafcazone, 1 ■ esculos ide , 
l'aescirie, les oiigcmeres procyanidol iques , les excraits de 
ruscus ec d ' hesperidine methylchalcone, les ruscosides, les 
extraits de petit hcux et cassis, les extra its 

10 d ' an:hocyanodi3 iques de myrtiiles, les principes actif s de 
ces composes et/ou un melange d 1 entire eux, agissant sur les 
complexes prote iniques de la membrane mitochondriai'e 
interne d ' un patient, pour la preparacion d ' un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de 1 ' ischemie 

15 et/ou des pathologies associees a 1' ischemie ou a un 
deficit energetique, pour la preparation d 1 un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention des deficiences 
liees au vieiilissement comma les defauts intellectuals du 
sujet age, le • syndrome vertigineux ou la baisse 

20 d' adaptation perspective due a une modification de" 
regulation des metabolismes. 

7. Precede de traitement therapeut ique et/ou 
prcphylac t ique des deficiences liees au vieiilissement d * un 
patient, en particulier d * un patient humain, tel que les 

25 defauts Intel lectuels du sujet age, le syndrome vertigineux 
ou la baisse d' adaptation perspective due a une 
modification de regulation des metabolismes, caracterise en 
ce ' que 1 1 on administre audit patient une composition 
pharmaceut ique comprsnant un vehicuie pharmaceut ique 

3 0 adequac et un compose actif choisi parmi le groupe 
constitue par les ci trof lavonoides , 1 ' ail - rutcside , -la 
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hydroxyethyl) rutosides, les extraits de Meliiot et de 
rutoside, le tribenoside, 1 » hesperidine ' methylchalcone, 
1 1 extra it: . de marron d'Inde, le naftazone , 1 1 esculoside , 
I'aescine, les oligomeres procyanidoliques , les extraits de 
5 ruscus et d ' hesperidine methylchalcone , les ruscosides, les 
extraits de petit houx et cassis, les extraits 
d ' anthocyanodisiques de myrtiiles, les prmcipes act if s de 
ces composes et/ou un melange d'entre eux, ■ agissant sur les 
Comdexes proteiniques de la membrane mi tochondriaie 
10 interne d 1 un patient, pour la preparation d 1 un medicament 
destine au traitement et/ou a la prevention de 1 ' ischemia 
et/ou des pathologies associees a 1 1 ischemie ou a un 
deficit energetique . 
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